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論文内容要旨
               【研究目的彊
 固形癌の多くでは, アポ トーシス耐性の獲得が癌の増殖機構に関与 し, 更にアポトーシス耐性
 が治療抵抗性を示す原因と考え られる。 アポ トーシス耐性の克服が治療に結 びつくかを調べるた
 め, 今回, 肝癌細胞株を用いて Fas 関連細胞死に関与する蛋白発現と, サイ トカイ ン投与によ
 るそれらの蛋白発現量の変化が細胞死に及ぼす影響を in vitro で検討する。
               【研究方法】
 肝癌組織 (手術, 生検標本) におけるFas 抗原の発現を免疫組織学的に検討した。 次に, ヒ
 ト肝癌細胞株 (HepG2, Hep3B, Huh7, PLC/PRF/5) におけるアポトーシス関連実行装置の蛋
 白発現を Westem blot七ing で検討するとともに, 定常状態とサィ トカィ ン刺激時の Fas 蛋白発
 現量の変化が細胞死にいかに反映されるのかを agonis七ic 抗 Fas 抗体 (CH-11) を用いた MTT
 assay で検討した。 更にアポトーシスを誘導した際のシグナ ル伝達経路を調べるために, ミトコ
 ンドリア膜電位, cytochrome c, Caspase3についても検討した。
               【研究結果璽
 36 例 (高分化:中分化:低分化=15:17:4) 中, Fas 発現は9例 (4:4:1) と発現頻度
 は低く, 分化度別には大きな差は認めなかった。 肝癌細胞株では定常状態で Fas 関連蛋白の発
 現を認め, HepG2ではinterferon一γ (IFNγ) 処理により Fas が約 30%, Fas associated
 death domain (FADD) が約 80%発現が増強した。 CH-11投与時, IFNγ処理群は無処理群に
 比 し細胞死が増加 しており, Fas, FADD 発現の増加が細胞死に影響 したと考えられた。 また,
 これらの細胞死は肝細胞の場合と同様に, ミ トコンドリアを経由 し最終的には Caspase 3により
 誘導されることが肝癌細胞でも示された。
               【結 論】
 肝癌細胞にもFas 発現を認めるものがあり, これらの一部はサイ トカイ ンにより Fas 発現増
 強をひき起こ し, 細胞死の増加に寄与する可能性が示唆された。
               【研究の意義】
 肝癌のアポ トー シスシグナ ル伝達経路におけるミ トコンドリ ア系の関与を明 らかにするととも
 に, アポトーシス耐性克服のための一つの可能性を示した。
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 審査結果の要旨
 固形癌の多くでは, アポ トーシス耐性の獲得が癌の増殖機構に関与 し, 更にアポ トーシス耐性
 が治療抵抗性を示す原因と考えられている。 臨床で経験する肝癌も同様の機序で治療抵抗性を示
 すと考えられ, 更に再発に対 して治療を繰り返すごとに難治性となることが知られている。
 本研究は, こう したアポ トーシス耐性の克服が治療に結びつくかを調べることを目的に, 肝癌
 細胞株を用いてアポ トーシスの主経路である Fas 関連細胞死に関与する蛋白発現と, サイ トカ
 イン投与によるそれらの蛋白発現量の変化が細胞死に及ぼす影響を in vitro で検討 した もので
 ある。
 実際に, 肝癌組織 (手術, 生検標本) における Fas 抗原の発現を免疫組織学的に検討してい
 るが, 発現頻度としては36例 (高分化:中分化:低分化=15:17:4) 中9例 (4 :4:1) と発現
 頻度は約25%程度と低頻度であ り, また発現強度も肝炎組織と比べてみて も弱いものであった。
 次に, ヒト肝癌細胞株におけるアポ トーシス関連実行装置の蛋白発現を Westem blotting で
 検討すると, 定常状態で Fas 関連蛋白はいづれも発現 していた。 これらのサイ トカイ ン刺激時
 の影響をみると HepG2 では interferon一γ (IFNγ) 処理により Fas が約30%, Fas associated
 death domain (FADD) が約80%発現が増強した。 この変化が細胞死にいかに反映されるのか
 を agonistic 抗 Fas 抗体 (CH-11) を用いた MTT assay で検討したところ, IFNγ処理群は無
 処理群に比 し細胞死が増加 しており, Fas, FADD 発現の増加が細胞死に影響したと考えられた。
 更にアポ トー シスを誘導 した際のシグナル伝達経路を調べるために, ミ トコン ドリ ア膜電位,
 cytochrome c, Caspase 3についても検討 しており, これらの細胞死が肝細胞の場合と同様に,
 ミ トコン ドリアを経由 し最終的には Caspase 3により誘導されることが肝癌細胞でも示されて
 いる。 肝癌とミ トコン ドリ ア系の関与を明らかに し, 細胞死増強機構について言及 している点は
 新しい知見と して評価できる ものであ る。
 肝癌の治療を視野に, アポ トーシス耐性克服のための一つの可能性を示 した本研究は学位に値
 する ものと判定された。
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